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d i s c u s s i o n  a n d  s u m m a r y  


Hered~tary combined deficiency of all vitamin K-dependent procoagulants 
and anticoagulants 15 a rare bleedrng disorder reported only by a few authors 
11s 19.37 95.1541 Wnrl now, only In two orher cases mutarronr leading to a 
defective y-glutarnyl carboxylase enzyme have been reported 119,2091 This 
suggests that most muratlons in the y-glutarnyl carboxylase enzyme are not 
compatible with embryonic development and therefore are not detected. In 
other words, only mutations leading to a rather mild dysfunction of 
y-g~lutamyl carboxylase are not lethal for the ernbryo,This i s  supported by th~e 
fdc t  that In the two pataents wh~ch we ~nuestigated oral vitamin K1 
adman~stration resulted in resolution of the clinrcal symptoms. Before birth, 
the vitamin K-dependent b~lood coagulation factors are synthcsised at levels 
Ica. 20Yt) far below adult levels [us81 After birth, synthesis 11s increased and 
from then on h~gher vitamin K 1  amounts are needed for complete y-gluta~myl 
carboxylation. 
A second explalnat~on for the effect of oral vitarnm K 1  admin~stration is glven 
by the molecular na~ture of the WSiOll S mutation (Chapter 3). The impact of 
the WSOlS mutation on the activity of y-glutarnyl carboxylase was 
characrerised using recornbinanr y-glutamyl carboxylase expressed in ilnsect 
cells It was demonstrated that the rnutatron is mast likely localised in the 
propept~de bindhng domain of ~arboxyla~se. The conversion of tryptophan 
residue 5101 to sevllne uesults in a decreased affin~ty for substrate (propeptide) 
bind~ng to y-glutannyl carboxylase. For example, the blood coagulation factor 
IX der~ved substrate FIXproGla binds wit11 an 80 fold hrgher K, value to 
WSOlS-cdrboxylase than to wild type enzyme. Bin~dling of a propeptlde 
cowalently linked to the Gla domain induces a substant~al decrease in the K, 
for vitamin KHI ~m,?osli It 11s possible that the decreased propeptide affinity of 
WSO1 S-carboxylase negatively affects the K, for the cofactor KH,. Gwen the 
low vitarnln K9 levels In newborns, additronal vitarn~n M I  supplementation 
leads to a KH, concent~ration above the K,-value and thus to partial 
ll-nprovement of carboxylatioli 
In order to gailn more insight in the role of MGP In vascula~r calcif~catian, 
monoclonal antibodies (Chapter 4) and synthetic lull length MGP [Chapter 5) 
were prepared. The two monoclonal antibod~es described were raised 
against synthetic peptides homologous to the sequences 3-1 5 and 63-75 of 
Elurnan MGP and both antibodies recognize recombinant and synthetic 
human MGP. The two antibodies were used for ~lmmunoh~s'tochernical 
locallsation of MGP In human calcified areas MGIP was associated with the 
extrhcellular rnatllx of non-calcified bone and with chond~rocytes in cartilage. 
In the healthy human arterial vessel wall, MGP antigen was dlernonstrated in 
association with smooth muscle cells and elastic larn~nae of the tunica media, 
and with the extuacellt~lar matrix of the advenrkria. The co-local~zation with 
the elastic laminae was lost at s~ltes of med~al calcification: in both human and 
rat arteries, h igh amounts of  MGP were found i ~ a  the extaacellijllar matrix at 
borders o f  ~ntirnal and medlal calcification. Native MGP is difficult to isolate 
from human bones and due to  solubility problems, processing o f  a 
recombinant MGP-fusion protein chimera to obtain MGP was unsuccesrful 
Therefore, in  Chapter 5 we describe rhe total chemical synthesks of MGP by 
tBoc solid-phase peptide synthesis [SPPS) and n~ative ckiernical ligation.lwo 
peprides, Tyrl-Ala" alnd CysS"-Lys6! were separately oynthesised and 
subsequently coupsed wi th native cllernlcal lugation. 
As dlescribed above, a blockade of vitamen K-reductase by coumartn inhibits 
js-glutarnyl carboxylat~oru lead~ng t o  undercarboxyiated Gla-prote~ns. In 
Chapter 6 we  descr~be an an~ i~na l  model  rn w h ~ c h  the  extra-heparkc 
y-glutamyll carboxylase was lnh~bltedl uslng warfarin, whereas the hepatic 
enzyme remained unaffected. Using this model we demonstrated tlwt, in 
contrast to vltamln K1, menaquin~one-4 (MU-4) prevents warfar~n-~nduced 
arter~al calc~ficat~on. Furthermore, we denqonstrated both a better blo- 
ava~labi l~ty and a more effectwe utll~sarion of MK-4 Irr the arterral vessel wall. 
Although both vita~min K1 and MK-4 Ihave a 2-methyl-naphthoqu11301ie group 
in common, and both function as a cofactor for y-glutamyl carboxylase, our 
observat~sllns demonstrare a marked dtfference between both vttamers. 
These results are consls~ent w ~ t h  the strong inverse correlation found 
between vttalnln KZ  intake and artery calcification, myocard~al ~nfdrctuon and 
total cardiac death !671 Kawash~ma ps a! showed that hrgh rnenaqulnone 
Intake suppressed the progression of atherosclerot~c plaques, intima! 
thicken~ng and pulmonary atheroscleros~s in  hyplerchelesterolernlc rabbits 
1993 
MGP is  expressed by vascular srnooti-I n7luscle cells [VSMCs) ilri the arter~al 
vessel wall and rhouqht t o  play a role l r i  the ~nh rb i t~on  o f  mlt-tissue 
calc~f icat~on In Chapter 7 we added t i le synthet~c full length MGIP to  
calc~fyung human aortac VSMCs cultures We sl-uowed that vlrro at a 
concentratfan of  500 ngJmL syntliet~c full lengaiil MGP l~nh~bl ted WSMCs 
calc~if~cation. In r h ~ s  Chapter we also demonstrate a d~~lferencc betweein 
v i ta in~n K1 and menaqu~n~onr -4  on VSMCs nodule formatlon.Viltam~n K1 had 
no effect, whereas MK-4 ~ n l i ~ b i t e d  nodtile formation by 50Y0~Th1s ~ n h ~ b i t o r y  
a~ctrvity of  MK-4 was noz y-giutarnyl carboxyiase dependent and tlrerelorc 
suggests a second, yei  un~knawn, Runct~eln for vltamun K2. 
Various Japanese stucl!es have demonstrated a strong decrease of  bone loss 
and even an lnrredse of bone mineral dens~ty by a high-dose MU-4trea1tment 
(45 mg/day) 1 1  1511 Remarkably, the used dose 1s rnucU-I higher that1 can be 
understood from the regular kkr~i~ctlon o fv i ta rn~n K Also, uslng cell1 and trsswe 
culture experl~ments II was shown that. (a) among all the paly-~sopreno~ds 
known as v l tan in  K srde cha~ns, only geranylgeran~ol was capable o f  
~nhrbiting osteoclast activiry and (b) MK-4 specifically induced apoptosrs 
of osueoclasts In experimental model systems 1971 Tagether with lth~e 
observed differences between vitamin K1 and K2 described in Chapter 6, this 
has lead to a new hypothetical funct~lon for the geranylgeranyl side chain of 
MK-4. The reported ~nhib~ttory effect of MK-4 on bone loss as comparable to 
those obtained with b~sphosphonare treatment. Like bone loss, also vascular 
media calcification can be completely abolished by both bisphosphanate 
treatment a1631 and by h~gh-dose MK-4 treatment [Chapter 63, blur not by 
treatment with K1 .Bisphosphon~ates are well known inhibitors of osteoclastic 
bone resorptron. Nitrogen-conhalning bisphosphlonates are specific 
~~nhrlbitors of the enzyme farnesyl-pyrophasphate synthase and nn bone this 
leads to reduced production ofthe compounds farnesyll-pyrophospha"re and 
geranylgeranyl-pyrophosphate i l a ~  The latter co~mpounds alre needed for 
the prenylatian of sugnal-cransducing proteins such as rho, rac, and ras, which 
stamlulate osteoclasr activity and bo~ne resorption ~2381  In this way it can be 
understood that bisphosphonates lead to disturbed signal transduction, 
followed by loss of cellular organization alnd leading to inactiwakioln of the 
osteoclasts and their subsequent apoptosis. The function of the geranyl- 
geranyl side charn in MK-4 would thus be that rt serves als a competltrwe 
inhibiros in tlhe p~renylation of signaI transducr~on proteins, in such a way that 
the naphthoqwinone group in MK-4 could block either the phosphorylat~~on 
of fa~rn~ezyl and geranylgeranyl or the protetn coupllng to farnesyl- and 
yeranylgeranyl-pyrophasphate. As a consequence, high doses of MK-4 may 
bind to and thus saturate the geraruylgeranyl-binding sites in the pren~ylatang 
enzyme system, whrch makes clear why h~gh doses of MK-4 are required far 
in vynwo effects comparable with those obtanned with bisphosphonates. 
The assoslation of MGP with the extracellwlar matrix, the presence of a 
predicted sagnal-peptide, and Gla-res~dues witlhin I ~ S  N-'terminal dlamaan 
suggests at to be an extracellular protein. In Chapter 8 we show an intra- 
celllulaa localizat~on of MCP in c~llfured human aortlc WSMCs, human breast 
cancer ep~rhelial cells (T47D), and human osreoblastic osteosarcom~a cell15 
(MG-63).These data alre tn contrast with the extracellular location of MGIP rn 
vlvo and indicates that the p~rotein must be secreted via a presenltlly u~nknown 
mecliranisrn by cells. We foij~nd that VSMCs undergoing apoptosrs released 
apoptaric bodres w117ich contained MGP. In additaon, in normal cell cultures 
which expressed MGP, numerous small MGP containing vesicular structures 
could be detected. Therefore, apolptotic body as vesicle release could 
facnlitate MGP export from sells. 
Owlring the past decade it became clear that vitamin K-dependent proteins 
are not only involved in the blood coagulat~on prosess.An example of such a 
protell1 is the matrix Gla protern, which has an important role In the 
prevention of soft tissue calcification.Together with the piroposed second, yet 
unknown, functian of menaqu1nerne-4 thls makes the scientific field of 
yglutamyli  cavboxylation, vitamin 4 and matrix Gla protein of potentla1 
re~evarure in c a r d l a ~ a ~ ~ ~ l a r  rese rch. 

d i s c u s s i e  e n  s a m e n v a t t i n g  

Die y-glutarnylcarboxylering valn specifieke glutam~nezuurreciduen is een 
porttransUatianele modificatie die plaats vhndr bij verschillende d~ersoésiten. 
De aanwerig~heid van het enzylm y-glutamyi carboiiylase in de fruitvllieg 
suggereert een vroege ontwikkeling van het proces gedurende de evolutie 
[\zo. 2431 Nadlat een immatuur eiwit over de memlbraan wan het ruw endo- 
plasimatische retlculum is  cjetra~nsporteerd, worden slpecifieke glutarnir~~e- 
zuurresiduen omgezet in  y-carboxyglutaminezuren (Gla). &ij deze oinretting 
zijn de  volgiende componenten betrokken: lher transm~embraan enzym 
7pglutamyl carboxylase welk zolrgt voor katalysatie van dIe reactie,vitamane K 
als co-factor,ten minste twee reductaises voor de recycling van vitamine K, en 
het  te carbaxyleren eiwit (Hoofdstulk 1, Figuur 3.2). DnZ substraat eiwit wordt 
een Gla-eiwit of  een vitamine K-afhankelijk eiwit genoemd. 
Gla-eiwlbten kunnen in drie groepen worden onderverdeeld: l. Gla-eiwirten 
betrokken blij blloedstolling: prothrombane, factalren YII, I X  en X, praaerne C, 
proterne 5 en proteine Z II: Gla-eiwitten betrokken bij verkalking van 
weefsels: matrix Gla proterne (MGPI en osteocalcine COC). Eln III: andere Gla- 
eiwitten zoals de proline-rijke Gla-eiwitten en Gas6 BIJ al deze eiwatten is de 
aanwezigheid van Gla-residuen een vereiste voon de binding van calciw~m- 
ionen (Ca2-) en/of de calcium-a~fhankelijke Interactie met negatlef geladen 
oppervlakkenl. 
De Deense wetenschappen Henrik Dam beschreef in 1929 als eerste een 
aalndoen~ing die werd veroorzaakt door een slecht welrkend carboxylase 
proces. Sindsdien zijn verscheidene pathologische symptomen beschreven 
welke het gevollg zijn wan remming o f  slecht functioneren van componenten 
betrokken bij de y-glutamyl carboxylase reactie. Kijken we naar het 
carboxylerings proces Eliloofdsruk 1, Figuiur 3.2) dan wordt duidelijk dat 
diverse oorsake~n kunnen leiden to t  d~e aanmaak van niet gecarboxyleerde 
Gla-e~wrtten en hlet daaropvolgende (pathologische) fenotype. Als eerste, 
reinming van het vitamine K-reductase als gevolg van coumarine iiiilname of 
een mutatie kan vesullteren in  een slecht hergebruik van vitamine K en 
u~teindelijk rot  uitputt ing van de beschikbare vitam~ine K voorraad Als 
tweede, een mutatie in het Gla-eiwit kan leiden tot een slechte herlkenning 
van het substraat door het enzym y-gllutamyli carboxyllace 1791 of  tot  l iet niet 
verwijde~ren van het propeptide van het uiteiindelilke elwit 12511 Als derde,et-ni 
mutatie in  het y-gllistarnyl carboxylase gen kan leiden to t  een slecht 
werkzaam enzym. Dit laatste is echter een zeldzame aandoening. In de 
hoofdstukken 2 l en  2.2 worden twee patienten besclrreuen met dezelfde 
mutatie iln het y-glutarnyl carboxylase gen. Beide patienten zijn de ee~rste 
nakarnelingen van bloedverwante ouders en zijn homozygoot voor een 
punt  mutatre in exon 11 van het *f-gluitarnyl carboxylase gen. De mistafie 
veroorzaakt de omsetbing van een tryptofaan codon (TGG) naar een serine 
codon [TCG) wan a~minozuur residu 501 i(W501S) in y-glutarnyll carboxylase. 
Als gevolg wan deze mutarie zijn zowel de h,epatische als extra-hepatische 
Gla-eiwitten niet gecarboxyleerd, hetgeen leedt t o t  een erfelijke 
gecombi~neerde deficientle wan alle witamrne K-afhankelrjke elwitten. Voor 
een snelle detectie van de  mutatie werd een RFLP-techniek opgezet, op basic 
va~n drie aanwernge BstNI restrictie enzym herkenningsplaatsen in het 
onaangedane allel en twee BstrJl plaatsen rn het aangedane allel (Hoofdstuk 
2 l )  Met behulp van deze methode werd het autosomale recessieve 
overervingpatroon van deze ziekte aangetoond 
Erfelijke gecombineerde dehcientie wan alle vitamine K-afhankelijke eiwitten 
i s  een zelldzaam voorkomende bloedlnqaandoening waarvan maar door 
enkele au~teurs meldi~ng wordt gemaakt 1 1 2 . 1 9 . 3 7  95 1541 Kot n u  toe ZIJM maa~r 
"bwee patienten bekend waarbij een mutarae resulteert in een defect 
y-glutarnyl carboxylase enzym ii9.209i Di~t suggereert dat de meeste mwtatres 
in l.iet y-gllutarnyi carboxylase enzym ~eeds  in de embryonale Fase to t  de 
dood leiden en d i m  ten gevolge nilet gevonden worderi. Met andere 
woonden, alleen mutaties welke lelden to t  een milde disfunctie van 
y-glutamyl carboxylase zijn niieti lethaal voor her embryo De bevindiing dat 
orale vitamine K toediening in de hier onderzochte patieriten resulteerde in 
herstel van de klinische symptomen, ondersteunt dit. Voor de gebooirte 
worden de vitamine K-afhankelajke sitoll~ngseiwititen adngernaakt o p  een 
niveau (ca 20Y0) ver beneden het niveau gevonden bij volwassenen l i s o l  Na 
de geboorte neemt de synthese toe en is  een hogere vitamine K inname 
nodig voor een volledige y-glutamyl carboxylering 
Een tweede oorzaak woor het effect van orale vntamine K toedienmg werd 
gevonden rn de moleculaire a~h'tergron~d van de W501.5 mutatie (Hoofdstuk 
33.Recomb1nant y-glutamyl carboxyla~se werd tor expressie gebracht in  irrsect 
cellen oni hel  effect van de W501 5 inuitiatie op  de enzym~at~sche functie te 
onderzoekeii En werd aanlgetoond dat de mutatie waarsch~jniijk in  het 
paopeptrde bindende gedeelte van y-glutarnyl carboxylase zit De conversie 
van Iryptopfaan residu 501 to t  een serine leidt t o t  een afgenonnen 
li~erkenni~ng en binding van het sulbstlraat [propept~de) aan y-glutan-iyl 
carboxylase. Bijvoorbeeld, l ie t  vain bloedstollingrfactor IX afgeleidde 
substraat FIXproGlla blr idt 80 maal slechter aan W5015 y-glutamyl 
carboxylase dan aan heit wildtype enzym Het 1s aangcroond dar een 
propetide welk cavalent gekoppeld rs aan een Gla-domein een swbsrantiele 
afnalme in de K, woor KW, induceert 183 2091 Het ir daarom omgekeerd ook 
mogelijk dat de verlaagde afifiiirteit woor een propeptrde, veroorzaakt door 
de WS0llC mutatie, de K, voor eofactor KW2 negatief beirivlaed. Om meer 
~nr tch t  e verkrijgen in de rol van MGP in vasculaire verkalking, werden 
monoklonale aiitilichainen (Hoofdstuk 4) c n  synthetisch MGP (Hoofdstuk S) 
gemaakt. De twee monoklor~aUe antilichamen die Iiier worden beschreven 
werden opgewekt negen synthetische peptiden homoloog aan de 
sequenties 3-15 en 63-75 va~n humaan MGP en herkennen heiden zowel 
recombinasct als synthetisch MGP De twee antilichamen werden gebrutkt 
voor immunohistocherriusche lokaliserhg van MGP I I ~  humane verkalkte 
gelbieden MGP is geassocieerd imer de extracellulaire matrix van niet verkalkt 
bo t  en met  chondrocyten !n kraakbeen In de  gezonde humane arter~ele 
vaatwand werd MGP antigeen aangetoond in associatie met gladde spier 
cellen en de  elastische la~minea wan de tunica media en met de extra- 
cellulaire matrix van de adventitila. De co-lokalisatie met de elastische 
laminea ging verlolren in  gebieden van mediale verkalking.ln zowel humane 
als rat arterien werden grote hoeveelheden MGP gevonden 111-ï de extira- 
cellulaire matrix aan de  grensviakken van intimale en mediale verkalking. 
Natuurlijk woarkomend MGP is moeilijk te isoleren urt humaan bat  en door 
oplosbaarheids probbermen wals de verwerking van recombinant chimeer 
MGP niet succesvol. Daa~rorn wordt in  Hoofdstuk 5 de totale chemizcl.ie 
synthese van MGP doo~r middel van tBoc sollid-phase peptide synthesis 
ISPPS) en natuwe chemisal Iigatian beschreven. De twee peptiden,Tyrl-Ala'jeih 
Cys54-Lys"",erden afzonde~rlijk gemaakt en wervolgens gekoppeld door 
middel van riatnve cherni~cal ligation. 
Zoals hierboven beschreven leidt een blokkade van het vutamine K- 
veductase door coumarine tot  rem~ming van d~e y-glutamyl carboxyiering en 
zo to t  niet gecaaboxyleerde Gla-eiwitten. In hoofdlstuk 6 wordt een dier 
model beschreven waarin het coxtrahepatische y-glutarnyl rarboxylase werd 
geremd door middel van warfarhne, terwijl het hepatische enzym niet werd 
beinvleped. Me t  behulp van dlr model werd aangetoond dat rnenaquinone-4 
(MIK-43, in tegenstelling tot v~itamine K l ,  de warfarine geinduceerde arteriele 
verkalking voorkomt. Daarnaast werd een betere biologische beschikbaar- 
heid en  een meer efficient gebruik van MK-4 door de arteriele vaatwand 
aangetoond. Hoewel vitamine K1 en MK-4 beuden een 2-rnethyl- 
naphtoqiuiirrone groep hebben en beiden fungeren als co-Factor voor 
y-glutarnyl sarboxyla~ce, tonen deze resultaten een opmerkelijk verschul aan 
tussen beide wlta~iminen. De hier gepresenteerde resu1ta'Pier.i r i j n  in  
overeensternnzing met  de gevonden sterke inverse correlatie tussen 
vitamine K2 Inname en respectievellijk arteriele verkal~king, het risico op een 
hart aanval en totale cardiale dood 1671 Deze bev~nd~ngen  worden onder- 
steund door de  resultaten van Kawashirna er oS Zip [hebben aangetoond dat 
een hoge rnenaquinone inname de ontw~kkel~ing van atherosclerotische 
plaques onderdrukt in  hypcrch~lesterolemusche kouiirjilen r991 
M61P wordt tot  expressie gebracht door vasculaire gladde slpler cellen 
(VSMCs) !nl de ar te rde vaatwand en speelt een belangrijke rol in de remming 
valli verkallking in zachte weefsels. In hoofdstuk 7 wordt de toevoeging van 
synthetisch MGP aa~n verkalkende humane aorta YSMCz culturen 
beschreven. EK werd aangetoond dat in d i t  nn vriro systeem een synthetische 
MGP concentratie van 500 ngSml de verkaliking wan VZMCs remt. Met dit 
model werd ooik aangetoond dat vitamine K1 en MK-4 een verschillend effect 
hadden op de vorming van VSMCs nodules. Vitamine K1 had geen effect, 
terwijl NK-4 de vorming van nodules met 50% remde. Deze remmende 
activiteit van MK-4 was niet afhankelijk van y-glutarmyl carboxylase en dnt 
suggereert een tweede, tot op heden nog niet bekende, functie voor MK-4. 
Verschillende Japanse studies tonen een sterk verminderd botverlies en zelfs 
eeln toename in botdichtheid aan bij inname van een hoge dosis MK-4 (45 
rng/daq) 1 1 ,  isli Opmerkelijk was dat de optimale MK-4 dosis veel hogen is  dan 
kan worden verwach~t op basis van een rol als co-factor voor y-glutamyl 
carboxylase. Door gebruik te maken van cel en weefsel cultuur expenimenten 
werd aangetoond dat: (a) van a~llle poly-isoprenoiden beken~d als vitamine K 
zijlketens alleen geranylgeraniol osteoclast activiteit rernt ial i .  en (b) MK-4 
specifiek apoptose induceert in osteoclasten 1971 Samen met de resultaten 
beschlreven in MooMsruk 6 hleeft dit gelleid tot een nieuwe hyporhetische 
functie voor de geranylgeranyl zijketen van MK-4. 
Deze gemelde remmende effecten van MK-4 op bot werllies sijn vergelijkbaar 
met de resultaten velrikregen uit studies met bisfofona~at behaIndeling. 
Daarnaast kan mediale verkalking evenals botverlies worden tegengegaan 
door behandeling met bisfosfonate~n (1631 of een hoge dosis MK-4 (Hoofdstuk 
61, maar niet door behandeling met vitamine Kl. Bisfosfonaten zijn bekende 
remmers van osteoclastische bot resorptie.Stikstof bevattende bisfosfonaten 
zijn rpecifieke remlmers van het enzym farnesyl-pyrofosfaat synthase en dit 
leidt in hot tot een gereduceerde productie wan de componenten farniesyl- 
pyrofosfaat en geranylgeranyl-pynofosfaat ~ i a 6 1  Deze laatste componlent i s  
nodlig voolr de preinylering van signaal owerblrengende eiwitten zoals rho, rac 
en ras wellke de osteoclast a~ctiviteit en bot resorptie stimuleren 123s1 Op deze 
manlier zorgen bisfosfonaten voor een verstoorde signaal overdracht, 
gevolgd door inactivnteit en apoptose van de osteoclasten.iIn dit systeem zal 
de geranylgeranyl zijketen van MK-4 fungeren alis een competitieve remmer 
wan de prenylering van signaal overbrengende eiwitten. De naphthoquinone 
groep van WIK-4 kan de fosforylering van farnesyl en geranylgeranyl 
blokkeren of de eiwit koppeling aan farnesyl- en geranylgeranyl-pyrofosfaat 
Als een gevolg hiervan kan een hoge dosis MK-4 binden aan de geranyl- 
g~eranyl-binIdenlde plaatsen in h~et prenylerings enzym systeem en deze dus 
verzadigen. Dit maakt ook meteen duidelijk waarom een hoge dozilc MK-4 
nodlig is voor in vivo effecten, wergelijkbaa~r met die verkregen met bisfocfo- 
naten. 
De associatie van MGP met de extracellulaire rnatri~x, de aanwezigheid van 
een voonspeid signaal-peptide en de G~la-residuen in sijn N-terminus, 
suggereren dat MGP een extracellulair eiwit is. In Hoofdstuk 8 laten we een 
intracellulaire lokallisatie zien voor MGP in eeln humane aorta VSMCs cultuur, 
een humane borstkanker epitheel cel (T47D) cultuur en een humane 
osteosarcoma cel (MG-63) cultuur. Deze gegevens staan in contrast tolt de 
extrarelllulaire lokalisatie van MGP rn vrvoen suggereren dat het elwit vla een 
tot  nu toe onbekend mechanisme door de cellen wordt uitgescheiden. We 
vonden dat VSMCs in apo~ptase MGP bevattende apoptetische lichaampjes 
~riJigeven~.Tevens werden in nlormale cel culturen, welke MGIP tot expressie 
brenigen, membraan blaasjes gedetecteerd met daarin MGP. Apoptoti~sche 
lichaampjes of membraan blaasjes kunnen d~us de afgifte van MGP door 
cellen verzorgen. 
Gedurende de laatste decennia wordt het steeds duidelijker dat vitamine 
K-afhankel~ijke eiwitten niet alileen betroklken zijn bij de ibloedstolling, maar 
ook een belangrijke rol spelen in andere processen. Een voorbeeld van zo 
eeln vitamine K-afhankelijk eiwit is het matrix Gla proteine, dat betrokken is 
bij het voorkomen van zacht weefsel verkalking. Samen met de voor 
gestelde tweede functie van menaqluinorre-4 maalkt dit het weten- 
schappelijke veild valn y-glutamyl carboxylering, vitamine K en matrix Gla 
proteine wan potentieel belang in cardiovasculair onderzoek. 
